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NOUVELLES CELLULES ENDOTHELIALES, ANTICORPS DDRIGES 
CONTRE CES CELLULES ET LEUR UTILISATION, NOTAMMENT POUR 



La presente invention conceme de nouvelles cellules endotheliales, ainsi que des 
anticorps diriges contre ces cellules. La presente invention concerne 6galement 
rutilisation de ces cellules, notamment pour le criblage de substances inhibant 
Fangiogenese. 

Les cellules endotheliales tapissent Tinterieur de tous les vaisseaux sanguins de 
Torganisme. Ces cellules ont un phenotype quiescent, elles ne proliferent quasiment pas 
(seulement 0,01% des cellules endotheliales sont engagees dans la division cellulaire a 
un moment donne). Le rdle physiologique des cellules endotheliales est tres vaste, elles 
participent k de nombreux phenomenes vitaux pour Torganisme : coagulation sanguine, 
maintien de la pression art&ielle, recrutement de cellules circulantes, synthese de 
facteurs de croissance. Quand un territoire requiert un apport accru en oxygfene et en 
nutriments il r6agit en relarguant des facteur& solubles qui convertissent le phenotype 
des cellules endotheliales en un phenotype active, et des facteurs mitogenes pour les 
cellules endotheliales de phenotype active. Ces cellules endotheliales acquterent enfin 
un phenotype angiogenique et deviennent capables d'effectuer le programme 
d'angiogenese, c'est-i-dire le developpement de nouveaux vaisseaux sanguins k partir 
du reseau preexistant. Ce phenom^ne est normal et contr616 lors d'une blessure ou dans 
la maturation du corps jaune de Tovaire ; en revanche, il devient dangereux dans des 
situations pathologiques oil 1'angiogenese n'est plus contr6iee, par exemple dans la 
retinopathie diabetique, la polyarthrite et le developpement tumoral. 

II est n6cessaire qu'un agent tiherapeutique s'attaque seulement aux cellules 
endotheliales participant k Tangiogenfese, c'est k dire aux cellules de phenotype 
angiogenique (Brooks et al., 1994), d'ou l'importance de retude du phenotype 
angiogenique pour le developpement de nouveaux outils afin de bloquer Tangiogenese. 
Peu d'etudes ont jusqu f & maintenant et6 effectuees sur des cellules de phenotype 
angiogenique, une difiSculte majeure etant l'impossibilite d'extraire des cellules de ce 
phenotype et de les maintenir difierenciees en culture in vitro. Les cellules endotheliales 
sont classiquement cultivees en presence de FGF2, et done comme toute cellule cultivee 
in vitro, elles perdent leur phenotype quiescent et acquiferent un phenotype active 
lorsqu'elles proliferent dans une bolte de culture. En revanche le maintien du phenotype 



LE CRIBLAGE DE SUBSTANCES 



ANT L'ANGIOGENESE 



angiogenique pourrait etre assure par Padjonction de FGF2 au milieu de culture 
(Boudreau et al., 1997 ; Battegay et aL, 1994). Cependant, le role de FGF2 en pathologie 
est controversy 

A ce jour, on ne dispose pas de modeles d'etude de cellules endotheliales qui, bien 
que proliferant, soit miment le phenotype non active (phenotype non angiogenique), soit 
miment le phenotype angiogenique. 

La presente invention a pour but de fournir des cellules endotheliales dependant 
exclusivement du VEGF. 

La pr6sente invention a pour but de fournir un proc6de de preparation desdites 
cellules cultivees sur un tapis de gelatine ou de collagene et incubees ou non dans un 
milieu de culture dont la teneur en hormones et en facteurs de croissance est contr616e. 

La pr6sente invention concerne Tutilisation d'un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endoth61iales de phenotype angiogenique, 
pour le criblage 

de substances angiogfeoiques vis-k-vis c& cellules endotheliales de ph6notype non 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, ou 

de substances anti-angiog6niques vis-k-vis de cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype 
non angiogenique. 

La pr6sente invention concerne Tutilisation d'un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogeniqiie, 

pour le criblage de substances anti-angiogeniques, vis-k-vis de cellules 
endotheliales de phenotype angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype non angiogenique. 

Les constituants de 1* "ensemble binaire" designent Tensemble de chacun des 
phenotypes, qui en culture forment des tubes en r6ponse au FGF2, mais dont un seul 
des phenotypes repond au VEGF. 




L'expression "cellules endothelials de phenotype non angiog6nique" d£signe 
des cellules incapables de s'organiser en tubes en culture dans un gel de collagene en 
presence de VEGF. 

L'expression "cellules endotheliales de phenotype angiog6nique" designe des 
cellules capables de s'organiser en tubes en culture dans un gel de collagene en 
presence de VEGF. 

L'expression "substances anti-angiogeniques" designe toute substance naturelle 
ou synthetique qui, ajout£e au milieu de culture, inhibe l'activite cellulaire de Tun ou 
des 2 elements du systeme binaire sus-d6crit, lors de Tun au moins des 3 tests suivants 
(decrits ci-aprfcs dans les exemples) : proliferation, migration, angiogenfese in vitro, ou 
bien inhibe la tumorigenese (d6crite dans les exemples). 

L'expression "substances angiog&riques" designe toute substance naturelle ou 
synthetique qui, ajout6e au milieu de culture, stimule l'activite cellulaire de Tun ou 
des 2 elements du systeme binaire sus-d6crit lors de Tun au moins des 3 tests 
suivants (decrits dans les exemples) : proliferation, migration, angiogenfcse in vitro. 
ou bien stimule la tumorigendse (decrite dans les exemples). 

L'expression "substances n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype non angiog6nique" designe toute substance naturelle ou 
synthetique qui, ajoutee au milieu de culture, ne modifie pas l'activite des cellules de 
phenotype non angiogerrique lors de Tun au moins des 3 tests suivants (d6crits dans les 
exemples) : proliferation, migration, angiogenfese in vitro. 

L'expression "substances n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype angiogerrique" d6signe toute substance naturelle ou 
synthetique qui, ajoutee au milieu de culture, ne modifie pas l'activite des cellules de 
phenotype angiogerrique lors de Tun au moins des 3 tests suivants (decrits dans les 
exemples) : proliferation, migration, angiogenfese in vitro. 

La pr6sente invention concerne egalement un proc6d6 de criblage de substances 
susceptibles d'inhiber l'angiogenfcse de cellules endotheliales de phenotype 
angiogerrique, mais n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de 
phenotype non angiogenique, comprenant les etapes suivantes : 

- la mise en culture, d'une part, de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogerrique et, d'autre part, de cellules endotheliales de phenotype angiog6nique, 




pour obtenir respectivement une culture de cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique et une culture de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 

- Taddition, k chacune des cultures definies ci-dessus, d'un facteur 
mitog6nique, notamment choisi parmi la famille des facteurs FGF, le PDGF, le VEGF 
ou TEGF, et 6tant notamment le VEGF, et de la substance k tester, susceptible 
d'inhiber Tangiogenfcse, et le mainlien des cellules susmentionn6es en culture pendant 
un temps suffisant pour qu'il y ait au moins un cycle de division cellulaire, 

— la comparaison de Tinhibition, par la substance k tester, de Taction 
mitogenique du facteur mitogenique, d'une part sur les cellules endotheliales de 
phenotype angiogenique et, d* autre part, sur les cellules endotheliales de phenotype 
non angiogenique, permettant de selectionner parmi les susdites substances k tester 
celle qui inhibe la proliferation des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 
mais qui n'inhibe pas la proliferation des cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique. 

La pr6sente invention concerne done egalement un procede de criblage de 
substances anti-angiogeniques vis-k-vis de cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique. 

L'expression "facteur mitogenique" designe une substance capable de declencher 
la proliferation cellulaire. 

L'expression "maintien des cellules en culture pendant un temps suffisant pour 
qu'il y ait au moins un cycle de division cellulaire" correspond k une duree minimale 
de 24 a 48 heures, selon le phenotype cellulaire. 

L'expression "action mitogenique" designe Taction d*un facteur mitogenique, k 
savoir la proliferation cellulaire. 

L'expression "inhibition de Taction mitog6nique du facteur mitogenique" 
designe Taction d'une substance inhibant Tactivite d'un facteur mitogenique, k savoir 
la proliferation cellulaire. 

La comparaison de Tinhibition, par la substance k tester, de Taction mitogenique 
du facteur mitogenique, d'une part sur les cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique et, d' autre part, sur les cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique s'effectue selon le test de proliferation induite par le facteur mitogenique 
sur des cellules de chaque phenotype. 




La pr6sente invention conceme 6galement un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de ph6notype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

caracterise en ce que les cellules endotheliales de ph6notype non angiogenique 
5 pr6sentent au moins Tune des propri^tes suivantes : 

- elles restent confluentes lor squ' elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF, sans former de tubules, 

- elles ne prolif&rent pas sous Taction du VEGF, 

- elles ne sont pas protegees de Fapoptose par le VEGF, 

10 et en ce que les cellules endothelials de phenotype angiogenique presentent au 

moins Tune des propri6t6s suivantes : 

- elles forment des tubes lorsqu* elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF, 

- elles prolifferent sous Taction du VEGF, 

15 - elles sont prot6g6es de Tapoptose paj le VEGF. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, les cellules 
endotheliales de phenotype non angiog6nique resistent k . un traitement anti- 
angiogenique inhibant la phosphorylation du VEGF-R2 (voir Figure 4). 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, les cellules 
20 endotheliales de ph6notype angiogenique sont sensibles h un traitement anti- 

angiogenique inhibant la phosphorylation du VEGF-R2 (voir Figure 4). 

Le terme "confluent" designe T6tat de cellules tapissant la surface du support de 
la boite de culture sans laisser d'espace vide, ou cellules Jointives sans solution de 
continuite. 

25 Le terme "facteur de croissance" designe une substance induisant la proliferation 

ou la differenciation cellulaire. 

Le terme "tubules" designe un allongement cellulaire suivi de Torganisation en 2 
rang6es paralleles de cellules deiimitant un espace en forme de tube creux. 

L'expression "non protegees de Tapoptose" signifie que les cellules privees de 
30 serum meurent au decours d'une cascade d'evfcnements se traduisant par la 

fragmentation des noyaux. Ce pbenomene est mis en evidence par comptage de 




noyaux cellulaires fragment^ selon la technique decrite par Gavrieli (Gavrieli et al., 
1992). 

L'apoptose peut etre induite par exemple par la privation de serum, ou par tout 
autre moyen connu de rhomme de Tart. 
5 Le terme "traitement angiogenique" d6signe la mise en presence des cellules 

avec une substance declenchant un effet angiogenique, notamment le VEGF. 

On verifie que les cellules endotheliales de ph6notype non angiogenique restent 
confluentes lorsqu'elles sont mises en presence du facteur de croissance VEGF, sans 
former de tubules, par le test d'angiogenfcse in vitro. 
10 On vdrifie que les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique r6sistent 

k un traitement angiogenique, par le test de proliferation. 

On v6rifie que les cellules endotheliales de ph6notype non angiogenique ne sont 
pas protegees de Tapoptose par le VEGF, par le test de Gavrieli. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique forment des 

15 tubes lorsqu'elles sont mises en pr6sence du facteur de croissance VEGF, par le test 

■i 

d'angiogen&se in vitro. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique sont sensibles 
k un traitement angiogenique, par le test de proliferation. 

On verifie que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique sont 
20 protegees de Tapoptose par le VEGF, par le test de Gavrieli. 

Selon un mode de realisation avantageux, la pr6sente invention concerne des 
cellules endotheliales de phenotype non angiogenique telles que d6finies ci-dessus. 

La presente invention concerne des cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique telles que definies ci-dessus. 
25 La presente invention concerne des cellules endotheliales telles que definies ci- 

dessus, caract6risees en ce que ce sont des cellules endotheliales de vaisseau, 
notamment des cellules endotheliales d'aorte, de cortex surr6nal, de peau, de cerveau, 
de retine, de veine ou d'artere de cordon ombilical. 

La pr6sente invention concerne egalement un proced6 de preparation de cellules 
. 30 endotheliales de phenotype non angiogenique telles que definies ci-dessus, caract6rise 

en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 




- rincubation de cellules endotheliales, notamment pr61ev6es d'une aorte, dans 
un milieu ne contenant ni (estradiol, ni facteur de croissance, notamment ni VEGF, 
afin d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 

- le preifcvement d'un clone k Faide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, et la culture 
de ce clone jusqu'k Fobtention de la confluence des cellules, v6rifi6e par examen a 
Faide d'un microscope k contraste de phase, 

- la selection des cellules endotheliales de phenotype non angiog6nique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues k retape pr6cedente, k Faide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenfcse in vitro. 

On utilise un milieu ne contenant ni cestradiol, ni facteur de croissance pour ne 
pas stimuler la synthase de VEGF (Concina et al., 2000). 

On utilise avantageusement le milieu d6crit dans les exemples. 

Apres retape d'incubation, on preteve tous les clones, on les teste par 
angiogenfese in vitro et on seiectionne ceux qui sont "non angiogeniques", c'est-&-dire 
ceux qui ne forment pas de tubes sous Taction du VEGF. 

On verifie la confluence des cellules par observation au microscope. 

Le test de proliferation et le test de migration sont decrits dans la reference 
suivante : Jonca et al. (1997). 

Le test d'angiogenfese est decrit dans les exemples. 

On peut utiliser les trois tests pour caracteriser les clones, mais le test 
d'angiogenese in vitro peut suffire k la caracterisation. 

La presente invention concerne egalement im proced6 f de preparation de cellules 
endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies ci-dessus, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- 1'incubation de cellules endotheliales, notamment pr61evees d'une aorte dans 
un milieu contenant de F cestradiol et un facteur de croissance, notamment le VEGF, 
afin d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

- le prei&vement d'un clone k Faide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et la culture de 
ce clone jusqu'i Fobtention de la confluence des cellules, 



- la selection des cellules endothelials de phenotype angiogSnique, par 
verification du ph&iotype des cellules obtenues a l'6tape pr6c£dente, a l'aide de tests 
de proliferation, de migration ou d' angiogenese m vitro. 

L'expression "clones de cellules endothelials de phenotype angiog&rique" 
designe un ensemble de cellules r6pondant aux criferes requis. 

Apres T6tape d' incubation, on pr&eve tous les clones, on les teste par 
angiogenese in vitro et on s61ectionne ceux qui sont "angiog6niques", c*est-k-dire ceux 
qui ferment des tubes sous Taction du VEGF. 

La pr6sente invention concerne 6galement un anticorps polyclonal ou 
monoclonal dirig6 centre les cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles 
que d6finies ci-dessus, notamment anticorps monoclonal capable d'activer ou d'inhiber 
l'angiogenfcse. 

Par "anticorps capable d'activer V angiogenese", on designe un anticorps dou6 
d'activit6 angiogenique, comme sus definie. Par "anticorps capable d'inhiber 
l'angiogenese" on designe un anticorps dou6 d'activita anti-angiogenique comme sus 
definie. 

La presente invention concerne 6galement un anticorps polyclonal ou 
monoclonal dirig6 contre les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique 
telles que dennies ci-dessus, notamment anticorps monoclonal capable d'activer ou 
d'inhiber Tangiogenese. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, un anticorps 
monoclonal dirige contre des cellules endotheliales de phenotype angiogenique de 
rinvenuon presente les caracteristiques suivantes : 

- il se lie a la surface des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et 

- il recommit un motif pr6sent exclusivement sur les cellules endoth61iales de 
phenotype angiogenique, notamment un recepteur membranaire. 

On verifie que l'anticorps monoclonal dirig6 contre des cellules endotheliales de 
phenotype angiogenique de 1' invention se lie a la surface des cellules endotheliales de 
phenotype angiogenique par le test ELISA sur cellules ou de cytometric, tels que 
definis dans les exemples. 

On v6rifie que l'anticorps monoclonal dirig6 contre des cellules endoth61iales de 
phenotype angiogenique de l'invention reconnait un motif present exclusivement sur 




les cellules endotheiiales de phenotype angiog6nique, notamment un recepteur 
membranaire par les memes tests que ceux indiques ci-dessus. 

La presente invention concerne egalement un precede de preparation d'un 
anticorps monoclonal dirige contre les cellules angiogeniques tel que d6fini ci-dessus, 
capable d'activer rangiogenfcse, caracteris6 en ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

- rimmunisation d'un animal par injection de cellules de phenotype 
angiogenique, 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des spl6nocytes d'un animal afin ; 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus k l'etape pr6c6dente et 
s6cr6tant des anticorps contre les cellules de phenotype angiog6nique, 

- la verification des propri6t6s d'activation de l'angiogenfcse des anticorps 
susmentionn6s vis-k-vis des cellules angiogeniques, notamment a l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenfcse in vitro. 

L'animal utilise pour l'6tape d' immunisation est notamment une souris ou un 
rat. $ 

Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou *• 
d'un rat. 

Les spienocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la meme 
espfece que celle dont provient les myelomes, k savoir notamment d'une souris ou d'un 
rat. 

On choisit les hybridomes qui s6cr£tent les anticorps contre les cellules de 
phenotype angiog6nique par ELISA, ou par cytometric, et on met en evidence la 
fonction angiog6nique par un test de proliferation et d'angiogenfcse in vitro. 

La presente invention concerne egalement un proc6d6 de preparation d'un 
anticorps monoclonal dirige contre les cellules angiogeniques tel que defini ci-dessus, 
capable d'inhiber rangiogenfcse, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- rimmunisation d'un animal par injection de cellules de phenotype 
angiogenique, 
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- Ia fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis panni ceux obtenus a l'etape precedente et 
secretant des anticorps contre les cellules de phenotype angiogenique, 

- la verification des propri6t6s d'inhibition de l'angiogenese des anticorps 
susmentionnes vis-i-vis des cellules angiog6niques, notamment k l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

T Anim al utilise pour l'etape d'immunisation est notamment une souris ou un 

rat. 

Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou 
d'un rat. 

Les spl6nocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la m6me 
espece que celle dont provient les myelomes, k savoir notamment d'une souris ou d'un 
rat. ? 

On choisit les hybridomes qui s6cr&tent les anticorps contre les cellules de 
phenotype angiogenique par ELISA, ou par cytometric, et on met en evidence la 
fonction anti-angiogenique par un test de proliferation et d'angiogenese in vitro. 

La pr6sente invention concerne egalement des anticorps anti-idiotypiques dirig6s 
contre des anticorps monoclonaux eux-m£mes dirig^s contre des cellules endothelials 
de phenotype non angiogenique telles que definies ci-dessus, ou contre des anticorps 
monoclonaux eux-memes dirig6s contre des cellules endothelials de phenotype 
angiogenique telles que definies ci-dessus, caracteris^s en ce qu'ils sont capables 
d'activer ou d'inhiber les fonctions exercees (activation ou inhibition de l'angiogenfcse) 
par les anticorps tels que definis ci-dessus. 

La pr£sente invention concerne egalement des anticorps anti-idiotypiques dirigSs 
contre des anticorps monoclonaux eux-mSmes dirig6s contre des cellules endothelials 
de phenotype angiogenique, caracterises en ce qu'ils sont capables d'activer les 
fonctions exercees (activation ou inhibition de Tangiogenfese) par les anticorps tels que 
definis ci-dessus. 

Ces anticorps miment done les structures des r6cepteurs et peuvent 6tre 
considers comme des recepteurs circulants, done fonctionnant comme des anticorps 




anti-ligands. L/avantage reside en la construction d'anticorps anti ligands sans que la 
nature du ligand soit connue. 

La prtsente invention concerne 6galement des anticorps anti-idiotypiques dirigts 
contre des anticorps monoclonaux eux-memes diriges contre des cellules endothelials 
de phtnotype angiogtnique, caracttrises en ce qu'ils sont capables d'inhiber les 
fonctions exerc6es (activation ou inhibition de Pangiogenese) par les anticorps tels que 
definis ci-dessus. 

Ces anticorps miment done les structures des recepteurs et peuvent etre 
consid6r6s comme des recepteurs circulants, done fonctionnant comme des anticorps 
anti-ligands. L'avantage reside en la construction d'anticorps anti ligands sans que la 
nature du ligand soit connue. 

La prtsente invention concerne tgalement des fragments Fab des anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux, tels que definis ci-dessus, et des anticorps anti- 
idiotypiques tels que dtfinis ci-dessus, lesdits fragments ttant capables d'activer ou 
d'inhiber Tangiogenfese. 

Les fragments Fab peuvent Stre obtenus par clivage de la chaine lourde des 
anticorps, notamment par la papaine. lis se lient done aux rtcepteurs de la mfime 
fa? on mais ne les dim6risent pas, done ils exercent uniquement une activitt de blocage 
du rtcepteur. 

La prtsente invention concerne tgalement un complexe entre : 

- un anticorps, tel que dtfini ci-dessus, ou un fragment Fab, activateur de 
Tangiogenfese, tel que dtfini ci-dessus, et 

- un tltment radioactif tel que Tiode 125 ou 131^ r indium, le yttrium ou tout 
autre compost contenant une particule ionisante. 

Se fixant k la cellule cible, ce complexe peut la dttruire gr&ce k l'tltment 
cytolytique qui lui est lit. 

La prtsente invention concerne tgalement un complexe entre un anticorps, tel 
que dtfini ci-dessus, activateur de l'angiogentse, et un compose cytolytique, en 
particulier une toxine. 

Se fixant k la cellule cible, ce complexe est ensuite internalist k l'inttrieur de la 
cellule et peut la dttruire gr&ce au compost qui lui est lie. 
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La presente invention concerne un procede de pr6paration des anticorps anti- 
idiotypiques tels que d6finis ci-dessus, diriges contre des anticorps monoclonaux eux- 
memes diriges contre des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, ledit 
procede etant caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- l'immunisation d'un animal par injection d'anticorps monoclonaux tels que 
d6finis ci-dessus, a savoir des anticorps anti-cellules angiogeniques, 

_ i a fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal, afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus a l'etape precedente et 
secretant des anticorps diriges contre les anticorps monoclonaux susmentionnes, 
utilises pour l'immunisation, lesdits anticorps monoclonaux 6tant diriges contre les 
cellules de ph6notype angiogenique, et 

- la verification des proprietes d'inhibition des anticorps susmentionnes vis-a- 
vis de la fonction d' activation ou d'inhibition de l'angiogenese des anticorps tels que 
definis ci-dessus, notamment a l'aide du test de proliferation et/ou de migration et/ou 
d'angiogen&se in vitro. 

L'animal utilis6 pour l'6tape d' immunisation est notamment une souris ou un 

rat. 

Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou 
d'un rat. 

Les spl6nocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la meme 
espece que celle dont provient les myelomes, a savoir notamment d'une souris ou d'un 
rat. 

On choisit les hybridomes qui secretent des anticorps diriges contre les anticorps 
monoclonaux utilises pour l'immunisation par ELISA en utilisant les fragments Fab des 
anticorps ayant servi d'immunogene comme substrat de la reaction. 

La presente invention concerne egalement des anticorps anti-anti-idiotypiques 
diriges contre des cellules endothdliales de phenotype angiog6nique telles que defrnies 
ci-dessus, caracterises en ce qu'ils sont capables d'activer ou d'inhiber l'angiogenese. 

La pr6sente invention concerne 6galement des anticorps anti-anti-idiotypiques 
diriges contre des cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies 



ci-dessus, caracteris6s en ce qu'ils sont capables d'activer ou d'inhiber l'angiogendse. 
Ces anticorps etant diriges contre un anticorps mimant un r6cepteur, ils se comportent 
comme des mimes du ligand. L'avantage est done d'obtenir des mimes du ligand, 
meme en ne connaissant pas sa structure. 

La pr6sente invention concerne egalement un proc6d6 de preparation des 
anticorps anti-anti-idiotypiques tels que d6finis ci-dessus, diriges contre des cellules 
endothelials de phenotype angiogenique, ledit proc6d6 6tant caracterise en ce qu'il 
comprend les 6tapes suivantes : 

- r immunisation d'un animal par injection d'anticorps anti-idiotypiques tels que 
d6finis ci-dessus, k savoir des anticorps anti-anticorps anti-cellules angiogeniques, 

- la fusion entre des myeiomes d'un animal et des splenocytes d'un animal, afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus k 1'etape pr6cedente et 
s6cr6tant des anticorps anti-anti-idiotypiques dirig6s contre les cellules de phenotype 
angiogenique, et 

- la verification des propri6t6s d'inhibition ou deactivation de Pangiogenese des 
anticorps anti-anti-idiotypiques susmentionn6s, notamment a l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenfcse in vitro. 

L'animal utilise pour retape d'immunisation est notamment une souris ou un 

rat. 

Les my61omes utilises pour la fusion proviennent notamment d'une souris ou 
d'un rat. 

Les splenocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la mSme 
espfcee que celle dont provient les my61omes, k savoir notamment d'une souris ou d'un 
rat. 

On choisit les hybridomes qui secrfctent des anticorps anti-anti-idiotypiques 
diriges contre les cellules de ph6notype angiogenique par mesure de leur liaison aux 
fragments Fab de Tanticorps anti-idioty pique. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique, 
caracterisee en ce qu'elle contient, k titre de substance active, un inhibiteur de 
l'angiogenfcse, choisi parmi un anticorps tel que d6fini ci-dessus, un anticorps anti- 




idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que defied ci-dessus, ou un 
complexe tel que defini ci-dessus, en association avec un vecteur pharmaceutiquement 
acceptable, ladite composition pharmaceutique etant susceptible d'etre administree k 

raison d'environ 0,01 k environ 20 mg/kg/injection. 

La presente invention concerne 6galement une composition vaccinale, caracterisee 
en ce qu'elle comprend, a titre de substance active un anticorps monoclonal tel que 
defini ci-dessus, ou un anticorps anti-idiotypique tel que defini ci-dessus, ou des 
fragments Fab tels que d6finis ci-dessus, ou un anticorps anti-anti-idiotypique tel que 
defini ci-dessus, en association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation d'un inhibiteur de 
Tangiogenfese, choisi parmi un anticorps tel que defini ci-dessus, un anticorps anti- 
idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que defini ci-dessus, ou un 
complexe tel que defini ci-dessus, ou d'un anticorps anti-anti-idiotypique tel que defini 
ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
n6cessitant 1 'inhibition de la proliferation endotheliale, notamment dans le cadre des 
pathologies suivantes : les cancers, la deg6n6rescence musculaire liee k l'&ge, les 
retinopathies diabetiques, la polyarthrite rhumatoide, les angiomes, les angiosarcomes, 
en particulier la maladie de Castelman et le sarcome de Kaposi. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation d'un inhibiteur de 
l'angiogenfcse, choisi parmi un anticorps tel que d6fini ci-dessus, un anticorps anti- 
idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que defini ci-dessus, ou un 
complexe tel que d6fini ci-dessus, ou d'un anticorps anti-anti-idiotypique tel que defini 
ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
n6cessitant l'inhibition de l'activation endotheliale, notamment dans le cadre des 
pathologies suivantes : le rejet d'allogreffe et de xenogreffe, les acrocyanoses, les 
scl6rodermies, ou dans le cadre de la preparation de greffons entre le preifcvement et 
la transplantation. 

L'expression "l'inhibition de l'activation endotheliale" peut Stre determinee par 
un test mesurant la presence a la surface cellulaire d'un marqueur d'activation 
(notamment ICAM-1, V-CAM). 

La presente invention concerne egalement l'utilisation d'un activateur de 
I'angiogenfese, notamment un anticorps tel que defini ci-dessus, un anticorps anti- 
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idiotypique tel que defini ci-dessus, un fragment Fab tel que defini ci-dessus, ou d'un 
anticorps anti-anti-idiotypique tel que defini ci-dessus, pour la pr6paration d'un 
medicament destin6 k favoriser la cicatrisation notamment dans le cadre de blessures, 
la reconstruction tissulaire notamment dans le cadre de greffes musculaires et cutanees 
5 lors de la chirurgie reconstructive et esthetique, T induction ovarienne, la reperfusion 

des territoires isch6mi6s lors de TartSrite des membres inferieurs ou de l'infarctus du 
myocarde. 



10 DESCRIPTION DES FIGURES 

Les Figures 1A, IB, 1C et ID repr6sentent la morphologie des deux phenotypes 
cellulaires en culture, k savoir les cellules endoth61iales d'aorte de foetus de boeuf non 
angiog6niques (F/0) et les cellules endothelials d'aorte de foetus de boeuf 
15 angiogeniques (F/V). 

La Figure 1 A correspond k des cellules F/0 cultivees en absence de VEGF 
La Figure IB correspond k des cellules F/0 cultiv6es en pr6sence de VEGF 
La Figure 1C correspond k des cellules F/V cultivees en absence de VEGF 
La Figure ID correspond k des cellules F/V cultiv6es en presence de VEGF 
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On constate que le VEGF maintient des phenotypes angiogeniques distincts. 
Seules les cellules F/V changent de morphologie sous Taction du VEGF. Les cellules 
F/O sont arrondies et plus grosses que les cellules F/V. L'ajout de VEGF ne modifie pas 
la mbrphologie des cellules F/O. Les cellules F/V cultivees sans VEGF ont une 
25 morphologie proche de celle des cellules F/O. En pr6sence de VEGF, elles apparaissent 

etirees. 

Les Figures 2 A, 2B et 2C repr£sentent V analyse de F expression g6nique par 
transfert d'ARN (Northern blot). 
30 La Figure 2A correspond k la comparaison par transfert d'ARN de Fexpression de 

VEGF-R2 (recepteur 2 du VEGF) dans les cellules F/0 et F/V. On utilise comme t&noin 
l'actine, dont Fexpression ne varie pas dans les cellules F/0 et F/V. Cette Figure 



demontre que l'expression de VEGF-R2 est fortement augmentee dans les cellules F/V 
par rapport aux cellules F/0, 

La Figure 2B correspond k la comparaison par transfert d'ARN de l'expression du 
collagene-1 dans les cellules F/0 et F/V. On utilise comme temoin Pactine, dont 
l'expression ne varie pas dans les cellules. Cette Figure d6montre que l'expression du 
collagene-1 est superieure dans les cellules F/0 par rapport k celle dans les cellules F/V. 

La Figure 2C correspond k la comparaison par transfert d'ARN de l'expression de 
la fibronectine dans les cellules F/0, F/V, BREC/0 (cellules endothelial non 
angiogeniques de refine) et BREC/V (cellules endotheliales angiogeniques de 
r6tine)(Hutchings et aL, 2002). On utilise comme temoin l'actine, dont l'expression ne 
varie pas dans les cellules. Cette Figure d6montre que P expression de la fibronectine est 
sup6rieure dans les cellules F/0 par rapport a celle dans les cellules F/V. De meme que 
pour le VEGF-R2, il n'y a pas de difference significative d' expression de la fibronectine 
dans les cellules BREC/V et BREC/0. 

Dans toutes ces figures, la ligne "ratio" correspond au rapport entre l'expression 
du gbne d'interet dans les deux types cellulaires. 

Les Figures 3 A et 3B represented Pangiogenfcse in vitro sur Matrigel (Becton 
Dickinson). 

La Figure 3A represente Pabsence de formation de tubules par les cellules F/O. 
Les cellules F/O demeurent en une monocouche reguliere sur Matrigel. 

La Figure 3B represente la formation de tubules par les cellules F/V. Les cellules 
F/V se differencient sur Matrigel, elles s'alignent bout a bout pour reconstituer des 
pseudo-capillaires, { 

La Figure 4 represente la sensibilit6 des cellules a des agents anti-angiogeniques 
particuliers, que sont : ME-2, FUMA et SU5416. 

Les colonnes blanches correspondent aux cellules endotheliales non 
angiog6niques F/0 et les colonnes noires correspondent aux cellules endotheliales 
angiog6niques F/V. 

"ME-2" correspond au methoxyestradiol ; "FUMA 11 correspond a la fumagilline ; 
"SU 5416" est un inhibiteur de Pactivite kinase du VEGF-R2. 



Les cellules F/0 et F/V sont identiquement sensibles a la fumagilline (FUMA) et 
an metiioxyestradiol (ME-2). En revanche, les cellules F/V sont beaucoup plus sensibles 
que les cellules F/0 a 1' agent anti-angiogenique interferant avec le VEGF-R2 (SU 5416). 

Les Figures 5A, 5B et 6 illustrent les fonctions mitogenes des anticorps 
monoclonaux diriges centre les cellules endotheliales angiogeniques. Certains anticorps 
sont anti-angiogeniques, e'est k dire capables d'inhiber de fa9on specifique la 
proliferation des seules cellules endotheliales angiogeniques (appeles anticorps de type 
3). D'autres anticorps ont vine activite pro-angiogenique vis-a-vis des cellules 
endotheliales (appeles anticorps de type 5). 

Les Figures 5 A et 5B montrent Taction anti-angiogenique des anticorps de type 3. 
La Figure 5 A concerne en particulier Taction des anticorps de type 3. sur la proliferation 
des cellules F/V de phenotype angiogenique. La Figure 5B concerne Taction des 
anticorps de type 3 sur la proliferation des cellules non angiogeniques F/O. Le test 
effectu6 est un test de proliferation comme decrit dans les exemples. Les cellules sont 
cultivees dans du DMEM supplement^ de 5 % de serum de veau nouveau-nd auquel est 
ajoute soit aucun facteur angiog6nique (condition 0), soit 2 ng/ml de VEGF (condition 
VEGF), soit 2 ng/ml de FGF-2 (condition FGF-2). L' anticorps est ajout6 en mSme 
temps que les facteurs angiogeniques, k des concentrations variables (0, 1, 3 ou 7 
|ig/ml). 

Les colonnes blanches correspondent k la proliferation des cellules sans anticorps. 
Les colonnes en pointilles correspondent k la proliferation des cellules en presence de 1 
jig/ml d* anticorps. Les colonnes hachurees correspondent a la proliferation des cellules 
en presence de 3 jxg/ml d' anticorps. Les colonnes noires correspondent k la proliferation 
des cellules en presence de 7 |ig/ml d' anticorps. 

On constate que les anticorps de type 3 inhibent de fa9on dose-dependante la 
proliferation des cellules F/V sans affecter celle des cellules F/0. 

On constate que les anticorps de type 3 inhibent Teffet mitogene du VEGF et du 
FGF-2 vis-a-vis des cellules endotheliales angiogeniques. 

La Figure 6 montre Taction pro-angiogenique des anticorps de type 5. Le test 
effectue est un test de proliferation comme decrit dans les exemples. Les cellules sont 
cultivees dans du DMEM suppiemente de 5 % de serum de veau nouveau-n6. 
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L' anticorps est ajoute en meme temps que les focteurs angiogeniques, k des 
concentrations variables (0, 50 ou 100 ng/ml). 

Les colonnes blanches correspondent a la proliferation relative des cellules F/O en 
presence de concentrations variables d'anticorps de type 5. Les colonnes noires 
correspondent k la proliferation relative des cellules F/V en presence de concentrations 
variables d' anticorps de type 5. 

On constate que les anticorps de type 5 stimulent la proliferation des cellules F/O. 
En revanche, ils n'ont pas d'effet sur la proliferation des cellules FA/. 

La Figure 7 represente la fonction des anticorps de type 3 en tumorigenese. 

La courbe avec les losanges noirs correspond aux souris non traitees et la courbe 
avec les carres noirs correspond aux anticorps de type 3. 

Cette Figure repr6sente le volume tumoral moyen (6 souris par groupe) en mm 3 en 
fonction du temps (en jours). 

On constate que les anticorps de type 3 sont capables d'inhiber de fapon 
significative le d6veloppement de m61anomes*B16F10 chez la souris C57BL/6. 

MATERIEL ET METHODES 

1. Etablissement des clones de differents phfaiotyp es 

Les cellules endoth61iales d'aorte de foetus de boeuf (FBAE ou F) sont pr61ev6es 
m6caniquement k partir de la lumi&re aortique a Taide d'un grattoir et incubees sur des 
boltes de culture prealablement tapissSes de gelatine ou collag&ie I (10 fxg/ml) prepar6 
selon le paragraphe "angiogenese in vitro" (0,2% en PBS, 24 h k 4°C) dans du milieu 
DMBM contenant 10% de serum de veau nouveau-n6 (SVNN). Les boites sont soit 
suppiementees d'oestradiol (10-9 M) et de 1 ng/ml de VEGF (F/V) ou cultiv6es sans 
oestrogene et sans VEGF (F/0). Le milieu est change apr&s 4 jours. Entre 6 et 10 jours, 
les clones de chacune des cultures sont isoles. Pour cela, les clones visualises au 
microscope comme des foyers de 100 k 1000 cellules sont aspires a Taide d*une 
micropipette et transf6res dans des puits de 2 cm . Chacun des clones est cultiv6 dans le 
milieu correspondant (oestradiol + VEGF pour les cellules F/V ; sans (Estradiol et sans 
VEGF pour les cellules F/0) puis une fois que la confluence est obtenue (environ 6 jours 




pour les F/V, 15 jours pour les F/0) les monocouches de cellules sont trypsinisees et 
reensemencees dans des boTtes de 5 cm de diametre. Une fois la confluence obtenue, les 
cellules sont encore trypsinisees, une fraction aliquote est congetee, puis la validation 
(determination de la reponse au VEGF dans Tun des tests suivants : migration, 
proliferation, angiogenese) du clone est initiee. 

Facteurs utilises 

Le VEGF (isoforme de 165 acides amines) est produit par infection de cellules 
d'insecte SF9 par un baculovirus recombinant contenant TADNc correspondant (Plouet 
et aL, 1997). 

2. Techniques d'etude in vitro : validation des clones 

Migration 

La technique a et6 d6crite precedemment par Jonca et al (1997). 
Proliferation 

Des plaques de 12 puits sont ensemencSes k faible densite (5000 k 10000 
cellules/puits), dans du milieu DMEM k 8% de s6rum. Apres 24 heures, la proliferation 
des cellules est stimulde par ajout d'une gamine de facteur de croissance, de 
medicaments anti-angiog6niques (methoxyestradiol, fumagilline, SU5416 cibl6e sur le 
VEGF-R2 - Plouet et al., 2001) ou d'anticorps de la presente invention* Les cellules 
sont restimul6es apr£s 48 heures et puis aprfes un total dq cinq jours en culture les 
cellules sont trypsinis£es et compt6es avec un compteur Coulter. 

Angiogenese in vitro 

Quatre queues de rat ont ete depiautees et diss6quees pour r6cup6rer les faisceaux 
blancs qui sont constitues en majeure partie de collagene de type I. Le collag&ne est 
extrait de ces fibres dans 50 ml d'acide acetique 0,5 M firoid et agites sur une nuit. Le 
liquide est ensuite centrifuge a 5000g pendant 40 minutes et le surnageant est recupere. 
L'extraction est refaite une fois avec 20 ml d'acide acetique, les surnageants sont 
- m61anges et puis dialyses contre 1 1 d'acide ac6tique 0,2 M. ' La concentration en 
collag&ne est ajustee a 3 mg/ml par pesee. 




La preparation des gels pour l'angiogenese in vitro s'effectue sur de la glace pour 
conserver la solution de collagene sous forme liquide. Un ml de collagene (5 mg/ml) est 
melange a 0,5 ml de DMEM 10X (contenant une concentration 10X en antibiotiques et 
en glutamine), 0,9 ml de H 2 0 sterile et 0,1 ml de bicarbonate de sodium 1M. Une fois le 
pH ajuste a 7,4, il est ajoute un volume egal de matrigel (Becton Dickinson). 

Le gel est coule dans des puits de culture (2 mm d'epaisseur) et incube k 37°C 
pour se solidifier. Les cellules sont rajoutees apres 15 minutes (100 000 cellules/cm 2 ) 
sur la surface du gel. Apres 2 heures, les differents facteurs solubles sont ajoutes et les 
cellules sont observees et photographiees apres 24 heures. 

Transfert d'ARN (Northern blof) 

Les cellules F/0 ou F/V sont cultivSes en milieu DMEM contenant 10% de SVNN 
jusqu'St la demi-confluence. Les cellules sont ensuite trypsinisees et centrifiigees. Les 
ARN sont extraits k V aide d'une solution de TRIZOL (Invitrogen). 2|ng d'ARN poly A+ 
sont separes par electrophor^se en gel d^garose k 1,2% (p/vol) en conditions 
denaturantes, transfer es sur membrane de nylon (Hybond N Amersham) et fixes sous 
UV (0,5 J/cm2) selon la technique decrite par Sambrook et ses collaborateurs en 1989. 
L'hybridation est realisee k 42°C dans le milieu reactionnel suivant : 50% formamide, 
5X Denhardt's et 0,5% SDS (p/vol), contenant 0,2% d'ADN de sperme de hareng et 
lng/ml de sonde radioactive (activit6 specifique comprise entre 10 8 et 10 9 cpm/jig) 
marquee au 32P k l'aide du kit Megaprime™ DNA labelling systems (Amersham). Les 
lavages sont r6alis6s a 45°C dans du SSPE 0,2X contenant 0,1% de SDS. 

Les sondes utilisees correspondent au fragment 74/1268 de la s6quence AF063658 
(Genbank) pour le VEGF-R2, au fragment 4155/4624 de la sequence AB008683 
(Genbank) pour le collagene-1 et au fragment 380/847 de la sequence Ml 0905 
(Genbank) pom: la fibronectine. 

3. Production d'atiticorps monoclonaux sp6cifiques du phenotvpe FBAE V 

Immunisa tion soustractive des souris par les cellules FBAJB 
Cinq souris Balbc de 6 semaines sont immunises par une injection de 200 
contenant 2 x 10 6 cellules F/0. Vingt-quatre et quarante-huit heures apres, les souris 
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re9oivent 200 mg/kg de poids corporel de cyclophosphamide afin de detruire les 
lymphocytes actives et rendre ainsi les souris tolerantes k P endothelium de phenotype 
non angiogenique, Quinze jours apres, les souris re9oivent une injection de 2 x 10 6 
cellules F/V. L'operation est r6petee au jour 30 et au jour 45. Les injections ont ete 
effectuees par voie intraperitoneale. devaluation de la r6ponse de chaque souris k 
Immunisation est faite par cytometric de flux a partir d'un pr61evement de serum. 

Fusion 

La technique utilis6e pour la r6alisation des hybridomes derive de celle mise au 
point par Kohler et Milstein (1975). 

La veille de la fusion, soit a J47, cinq souris Balbc non-immunis6es sont sacrifiees 
pour l'obtention des macrophages servant de cellules nourrici&res aux hybridomes. Les 
macrophages sont recuper6s par injection de 8 ml de milieu de culture ISCOVE dans le 
p6ritoine des souris. Le milieu est aspir6 et refoul6 2 fois dans la cavite peritoneale puis 
recup6r6 et centrifuge. Aprfes centrifugation, les macrophages sont repris dans du milieu 
ISCOVE contenant 20% de serum de veau foetal (Biochrom, lot 5612)* Ces cellules sont 
ensuite distribu6es dans 20 plaques de 96 puits k raison de 100 |il par puits (environ 3 x 
10 4 cellules/puits). 

Le lendemain, soit k J 48, les souris pr6sentant les titres les plus elev6s d'anticorps 

dirig6s contre les cellules F/V sont sacrifiees. Leurs rates sont prelev6es et dilacerees 

dans du milieu ISCOVE pour Kb6rer les splenocytes. Le tissu conjonctif est d6gag6 et 

les spl6nocytes sont centrifug6s et compt6s. En parallele, la lign6e de myelome de souris 

Ag8X63 a et<§ cultivee depuis 10 jours dans du milieu ISCOVE (Invitrogen) k 20% de 

s6rum Myoclone (Invitrogen). Ces cellules sont lav6es et num6r6es. ' 

f 

Les deux types cellulaires, splenocytes et myelomes, sont melanges de fapon k 
obtenir un rapport de 1 cellule de myelome Ag8X63 (Kearney et al., 1979) pour 6 
splenocytes. La fusion s'effectue par ajout de 20 fois 50 pi de polyethylene glycol 
(PEG) k 30 secondes d'intervalle. Quatre ml de milieu ISCOVE pr6chauf£S k 37°C sont 
alors ajout6s goutte k goutte sur la suspension cellulaire, puis apres une periode 
d'incubation de 4 minutes a 37°C, 4 ml sont ajoutes. La suspension est centrifug6e puis 
le culot cellulaire est alors repris dans 100 ml de milieu ISCOVE complement6 avec 
20% de s6rum de veau foetal et du milieu selectif HAT IX (SOX : Hypoxanthine 5 mM, 
Aminopt&rine 20 \xM et Thymidine 0,8 mM) qui pennet Felimination des splenocytes et 
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des cellules de my61ome. La suspension est alors distribute a raison de 100 \x\ par puits 
sur les macrophages (environ 100 000 cellules). 

Apres 5 jours, 100 \il de milieu HAT sont ajoutes, et entre 8 et 14 jours le milieu 
conditionne de chaque hybridome est preleve pour mesurer les anticorps diriges contre 
les cellules endoth61iales de differents phenotypes par ELIS A. 

Les hybridomes s61ectionnes par leur capacite k secreter des anticorps diriges 
contre les cellules F/0 ou F/V sont alors clones (premier clonage), c'est-i-dire que les 
cellules sont ensemencees en condition de dilution limite (5 cellules/ml) sous un volume 
de 0,1 ml par puits. Le milieu (ISCOVE suppl&nente de s6rmn et de HAT) est change 
apr&s 10 jours. Apres 15 jours, certains puits contiennent des foyers de cellules qui se 
sont multipliees a partir de la cellule ensemencSe au depart, done toutes ces cellules sont 
identiques et sont issues du mSme clone. Quand la surface occupee par les cellules 
represente au moins la moiti6 de la surface totale du puits, le milieu est preleve et 
analyse comme precedemment. A ce stade on peut selectionner les clones producteurs 
d'anticorps et connaitre leur specified pour les cellules F/0 ou F/V (deuxieme clonage). 

Une fois les clones identifies, leur nature monoclonale a ete affirm6e par 
r operation classique consistant k ensemencer ime plaque de 96 puits avec des cellules 
issues du meme clone dilu6es en conditions limites conune preeddemment. Les clones 
secr6teurs doivent done tous secreter un anticorps de meme sp6cificite vis-i-vis des 
cellules F/V par rapport aux cellules F/0 (criblage par ELISA) pour que Ton declare cet 
anticorps monoclonal. 

Un troisieme clonage est alors effectue pour s' assurer que les clones sont bien 
monoclonaux dans des conditions identiques a celles indiqu6es ci-dessus. 

f 

M6thode de criblage des clones 

Le criblage du sSrum prelev6 et des surnageants des hybridomes s'est efifectu6 par 
ELISA et cytomdtrie de flux. 

ELISA 

15000 cellules F/0 ou F/V sont ensemencees par puits dans des plaques 96 puits 
(100 p.l/puits) dans du milieu DMEM contenant 10% de s6rum de veau nouveau-ne. 
Apr&s 36 h, les cellules sous-confluentes sont rincees 3 fois dans une solution de PBS 
contenant 0,005% de Tween 20. Les sites potentiels de liaison non specifiques des 
anticorps sont saturds par incubation dans une solution de glycine 1 M, pH 8,1 (2h k 
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temperature ambiante) suivie de 3 lavages (PBS/Tween 0,05%) et d'une incubation 
d'une nuit a 4°C dans une solution d'IgG irrelevantes a 10 |xg/ml dans du PBS. La 
solution de blocage est elimin6e, puis les anticorps a tester sont Routes. Apres 2 h 
d'incubation a temp6rature ambiante, les cellules sont lavees 3 fois en PBS / Tween 
0,05% pour eliminer les anticorps non fixes. Les complexes cellules-anticorps sont 
incubes pendant 1 heure en presence d'un anticorps secondaire anti-souris couple a la 
peroxydase (Amersham NA 931) dilue au 1/4000 dans du PBS contenant 0,05% de 
Tween et 0,5% de BSA Apres 3 lavages (PBS / Tween 0,05%), le substrat de la 
peroxydase (OPD Sigma) est ajoute k raison de 100 |Lil/puits. Apres 10 a 30 min 
d'incubation k l'abri de la lumiere, la reaction colorimetrique est arrStee par ajout de 
100 de H2SO4M. L'intensit6 du signal est mesure par spectrophotometrie a 490 nm. 

Cvtometrie 

Le sumageant (ou le serum) k tester est incube avec des cellules F/0 ou des 
cellules F/V pendant 45 minutes. Les cellules sont ensuite lav6es 3 fois dans du PBS- . 
BSA 0,02%. Un deuxi&ne anticorps . anti-IgG de souris couple a la fluoresc6ine 
isothiocyanate est ajout6 sur les cellules (F-877, Sigma Tmmuno Chemicals). L ! intensit6 
de fluorescence des cellules est mesur6e par cytom6trie de flux et compare entre les 
cellules F/0 et F/V. L'intensitS de fluorescence est mesurde dans un cytometre de flux 
ELITE. 

Isotypage 

La caract6risation isotypique de chaque clone est mesur^e Faide d'un test rapide 
d'isotypage des anticorps murins MABTEST (Adiatec). { 

Tumorigenese 

200 000 cellules de m61anome B16 sont injectees a des souris C57. Huit jours 
apres, quand les tumeurs ont donn6 naissance k des nodules palpables, les anticorps sont 
injectes 2 fois par semaine par voie intraperitoneale k la dose de 50 |ig dilue dans 200 jxl 
de PBS. Le volume de la tumeur est mesure 2 fois par semaine au pied k coulisse et 
exprim6 par la formule V= V% x L x l 2 (L et 1 designant respectivement la plus grande et 
la plus petite dimension). 




4. Production d'anticorps anti-idiotypiques 

On injecte par voie sous-cutanee a des souris 10 ^g d'un anticorps monoclonal 
dirige contre les cellules endotheliales non angiogeniques, ledit anticorps monoclonal 
etant obtenu selon le precede decrit dans le paragraphe precedent, en association avec 
100 \xl d 5 adjuvant de Freund (Sigma), 1' anticorps etant purifie selon des m6thodes 
standard par precipitation au sulfate d'ammonium puis par chromatographic d'echange 
d'ions. 

L'injection est r6petee 15, 30 et 45 jours apres. 

Cinquante-cinq jours apres la premiere injection, on injecte a des souris 10 jig du 
meme anticorps par voie intraperiton6ale. Cinquante-huit jours apres, les souris sont 
sacrifices et leurs rates sont pr61ev6es et dilac6r6es dans du milieu ISCOVE pour libfrer 
les splenocytes. Les sptenocytes sont fusiohnSs avec des cellules de myelome de souris, 
notamment des cellules AG8X 63 (Kearney et al., 1979) et incubes a raison de 100 000 
cellules/puits. 

La fusion s'effectue par ajout de 20 fois. 50 pi de polyethylene glycol (PEG) k 30 
secondes d'intervalle. Quatre ml de milieu ISCOVE prechauffe k 37°C sont alors 
ajoutes goutte a goutte sur la suspension cellulaire, puis apr&s une periode ^incubation 
de 4 minutes k 37°C, 4 ml sont ajoutes. La suspension est centrifogSe puis le culot 
cellulaire est alors repris dans 100 ml de milieu ISCOVE complements avec 20% de 
s6rum de veau foetal et du HAT IX (SOX : Hypoxanthine 5 mM, Aminopterine 20 \iM 
et Thymidine 0,8 mM) et distributes k raison de 100 \il par puits sur les macrophages. 

Apr&s 5 jours, 100 |xl de milieu HAT sont ajoutes, et entre 8 et 14 jours le milieu 
conditionne de chaque hybridome est pr61eve pour mesurer les anticorps dirigSs contre 
les anticorps ayant servi d' agents immunog&nes, e'est k dire diriges contre des cellules 
endotheliales. 

Les hybridomes s&ectionnes par leur capacite a sdcreter des anticorps diriges 
contre des anticorps monoclonaux diriges eux-memes contre des cellules F/0 ou F/V 
sont alors clones (premier clonage), e'est-a-dire que les cellules sont ensemencees en 
condition de dilution limite (5 cellules/ml) sous un volume de 0,1 ml par puits. Le 
milieu de culture HAT est change apres 10 jours. Apres 15 jours, certains puits 
contiennent des foyers de cellules qui se sont multipliees a partir de la cellule 
ensemencfe au depart, done toutes ces cellules sont identiques et sont issues du m§me 
clone. Quand la surface occup6e par les cellules represente au moins la moiti6 de la 




surface totale du puits, le milieu est pr61ev6 et analyse comme precedemment par 
ELISA. A ce stade on peut selectionner les clones producteurs d'anticorps et connaitre 
leur specificite pour les anticorps monoclonaux diriges centre les cellules F/0 ou F/V 
(deuxieme clonage). 

Une fois les clones identifies, leur nature monoclonale est affirm6e par Poperation 
classique consistant & ensemencer une plaque de 96 puits avec des cellules issues du 
meme clone diluees en conditions limites comme prec6demment Les clones secr6teurs 
doivent done tous secreter un anticorps de mdme specificite pour que Ton declare cet 
anticorps monoclonal. 

Un troisieme clonage est alors effectue pour s 9 assurer que les clones sont bien 
monoclonaux dans les conditions identiques a celles definies ci-dessus. 

Les anticorps anti-idiotypiques sont cribles par une batterie de tests, notamment 
par un test ELISA anti-idiotypique ; les anticorps dirig6s contre les cellules 
endotheliales de Pinvention sont tapisses dans du tampon carbonate 50 mM pH 9 a une 
dilution de 10 jAg/mL La surface des puits est ensuite incubee avec de la serumalbumine 
k 0,5%. Les surnageants d'hybridomes sont ensuite incubes dans les boites et leur 
presence est r6v61ee par les anticorps anti-immunoglobulines de souris conjugues a la 
peroxydase. 

On v&ifie 6ga!ement que les anticorps anti-idiotypiques inhibent la fonction des 
anticorps monoclonaux contre lesquels ils sont diriges vis-i-vis des cellules 
endotheliales, notamment qu'ils inhibent la proliferation des cellules F/V incub6es avec 
ngfail et 20 fig/ml d' anticorps monoclonal anti-cellules endotheliales angiog6niques ou 
non. 

f 

5. Production d f anticorps anti-anti-idiotvpiques 

On injecte par voie sous-cutanee a des souris 10 jig d'un anticorps anti- 
idiotypique, tel qu'obtenu selon le proced6 decrit dans le paragraphe precedent, en 
association avec 100 pi d' adjuvant deFreund. 

L'injection est repet6e 15, 30 et 45 jours apres, 

Cinquante-cinq jours apres la premiere injection, on injecte k des souris 10 mg 
d 9 anticorps anti-idiotypiques par voie intraperiton6ale. Cinquante-huit jours apres, les 
souris sont sacrifices et leurs rates sont prelevees et dilac6rees dans du milieu ISCOVE 




pour liberer les splenocytes. Les splenocytes sont fusionnes avec des cellules de 
myelome de souris, notamment des cellules AG8X 63, et incubes k raison de 100 000 
cellules/puits. 

La fusion s'effectue par ajout de 20 fois 50 \d de polyethylene glycol (PEG) a 30 
secondes d'intervalle. Quatre ml de milieu ISCOVE prechauffe a 37°C sont alors 
ajoutes goutte a goutte sur la suspension cellulaire, puis apr&s une periode d'incubation 
de 4 minutes a 37°C, 4 ml sont ajoutes. La suspension est centrifiigee puis le culot 
cellulaire est alors repris dans 100 ml de milieu ISCOVE complements avec 20% de 
serum de veau foetal et du HAT IX (SOX : Hypoxanthine 5 mM, Aminopterine 20 jiM 
et Thymidine 0,8 mM) et distributes a raison de 100 pi par puits sur les macrophages. 

Apres 5 jours, 100 \il de milieu HAT sont ajoutes, et entre 8 et 14 jours le milieu 
conditionne de chaque hybridome est preleve pour mesurer les anticorps dirig6s contre 
les anticorps anti-idiotypiques. 

Les hybridomes s61ectionn6s par leur capacite k secreter des anticorps dirig6s 
contre des anticorps anti-idiotypiques sont alors clones (premier clonage), c'est-&-dire 
que les cellules sont ensemenc6es en condition de dilution limite (5 cellules/ml) sous un 
volume de 0,1 ml par puits. Le milieu de culture ISCOVE contenant 20% de s6rum et 
de HAT est change aprds 10 jours. Apxbs 15 jours, certains puits contiennent des foyers 
de cellules qui se sont multipliees k partir de la cellule ensemencee au depart, done 
toutes ces cellules sont identiques et sont issues du m&me clone. Quand la surface 
occup6e par les cellules reprdsente au moins la moitie de la surface totale du puits, le 
milieu est prelev6 et analys6 comme pr6cedemment par ELISA A ce stade on peut 
s&ectionner les clones producteurs d'anticorps et coimaitre leur specified pour les 
anticorps anti-idiotypiques (deuxieme clonage). 

Une fois les clones identifies, leur nature monoclonale est affirmee par Top6ration 
classique consistant k ensemencer une plaque de 96 puits avec des cellules issues du 
mSme clone diluees en conditions limites comme pr6c6demment. Les clones s6creteurs 
doivent done tous secreter un anticorps de meme specificity pour que Ton declare cet 
anticorps monoclonal. 

Un troisi&me clonage est alors effectud pour s' assurer que les clones sont bien 
monoclonaux identiques a celles decrites ci-dessus. 

Les anticorps anti-anti-idiotypiques sont cribles par une batterie de tests, 
notamment par un test ELISA anti-idiotypique : les anticorps anti-idiotypiques tels 
qu'obtenus prdcedemment sont tapiss6s dans du tampon carbonate 50 mM pH 9 k une 




dilution de 10 jxg/rnl. La surface des puits est ensuite incubee avec de la serumalbumine 
a 0,5%. Les sumageants d'hybridomes sont ensuite incubes dans les boites et leur 
pr6sence est r6velee par les anticorps anti-immunoglobulines de souris conjugues a la 
peroxydase. 

On v6rifie egalement que les anticorps anti-anti-idiotypiques se lient aux cellules 
endoth61iales angiogeniques ou non angiogeniques, selon les mernes tests que ceux 
decrits dans le paragraphe 3. 



RESULTATS 

I. Etablissement des ph6notypes des cellules F/O et F/V. . 
Morphologie 

Le ph6notype des souches F/0 et FAT est maintenu par Tadjonction de VEGF dans 
le milieu de culture k long terme. Quand on 6te le VEGF (cas de F absence de VEGF), la 
morphologie de chacune des souches est differente : monocouche regultere 
pavimenteuse k confluence pour F/V, les F/0 sont des cellules plus grandes et arrondies. 

Quatre heures apres Padjonction du VEGF, seules les cellules F/V subissent un 
changement de morphologie : les cellules s'allongent, Pespace intercellulaire devenant 
important (voir Figures 1C et ID)- En revanche, les cellules F/0 ne changent pas de 
forme (Figures 1 A et IB). 

Expression de genes 

f 

L'expression de VEGFR-2 et du collag6ne I a 6te etudiee dans les cellules F/0 et 
F/V par Northern Blot. II apparalt que ^expression de VEGFR-2 est augmentee de 4 
fois dans les cellules F/V par rapport k F/0. En revanche l'expression de VEGFR-2 est 
identique dans BREC/0 et BREC/V (Hutchings et aL 5 2002). 

De plus l'expression d'autres g&nes a 6t& compar6e dans les couples 0 et V des 
cellules endothelials de retine de boeuf (BREC) et de cellules endothelials de foetus de 
bosuf (F) (voir Figure 2C) 

Par exemple, la fibronectine apparait plus exprim6e par les cellules F/0 que par les 
cellules F/V (rapport 3,5) alors que son expression est similaire dans les cellules 
BREC/0 et BREC/V. 
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Aneiogenese in vitro en reponse au VEGF 

Les cellules F/0 ou F/V ensemencdes sur un gel de collagene-matrigel sont 
incubees avec 50 ng/ml de VEGF et leur morphologie est examinee 24 heures apres. 
Les cellules F/V stimulees par le VEGF s'organisent en faisceaux comportant une 
rangee de 3-4 cellules puis en structures tubulaires comme le montre la Figure 3B. En . 
revanche les cellules F/0 restent disposees en amas, qu'elles soient ou non stimulees par 
le VEGF (Figure 3 A). 

Reponse aux traitements anti-angiogeniques 

Les cellules F/V sont sensibles k Taction mitogene du VEGF (ED 50 = 0,3 ng/ml) 
alors que les cellules F/0 ne proliferent pas sous Taction du VEGF. - 

Les cellules F/0 et F/V sont ensemenc6es k basse densite (5000) comme indique et 
trois drogues sont inoculees separement dont 2 de m6canisme inconnu 
(M6thoxyestradiol-ME-2 et ftimagilline - FUMA) et 1 interferant avec le VEGF-R2 (SU 
5416 inhibant Tactivit6 kinase. II apparait que les cellules F/0 et F/V sont egalement 
sensibles a la fiimagilline et au m6thoxyestradiol (Figure 4) alors que les cellules F/V 
sont plus sensibles au SU 5416. II apparait que TIC50 de ces 2 compos6s est multipli6e 
par 20 et 50 respectivement pour les cellules F/0. 

Ainsi done Tutilisation de ces cellules permet de pratiquer un criblage de 
m6dicaments anti-angiog6niques qui n'affectent pas les cellules endothelials des 
vaisseaux sains, non angiog&uques. 

- 

II. Production d'anticorps monoclonaux spficifiques du ph6notype 
angiog&iique 

Reconnaissance sp6cifique des cellules F/V 

4 fusions ont ete effectuees et 426 hybridomes ont 6te obtenus. Aprds un criblage 
par ELISA, 15 clones ont et<S sous clones et 1026 clones analyses dont 6 ont 6te 
selectionnes par ELISA, correspondant k des anticorps monoclonaux se fixant sw F/0 
ou F/V. La verification de la specificite de ces anticorps monoclonaux a et6 effectu6e 
par cytometrie de flux. 



29 

H apparait que certains anticorps se fixent s&ectivement aux cellules F/V ou aux 
cellules F/0 (voir tableau ci-dessous representant V analyse de la specificite des anticorps 
par cytom6trie de flux). 

Le tableau ci-dessous indique les pourcentages de cellules reconnues par les 
differents types d' anticorps. 

type d' anticorps 

A 
B 
C 

3 types d' anticorps peuvent etre distinguSs : 
Marquage F/0 > F/V : type A 
Marquage F/V > F/0 : type B 
Marquage F/O absent : type C 

Proliferation 

L'etude de la fonction mitogfene des anticorps permet de les classer en 2 
categories : les anticorps de type 3 inhibent la proliferation des cellules F/V sans 
affecter celle des cellules F/0 (Figures 5A et 5B) et les anticorps de type 5 stimulent la 
proliferation des cellules F/0 sans affecter celle des cellules F/V (Figure 6). 
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Tumorigen&se 

La figure 7 montre que Finjection des anticorps de type 3 reduit le volume de la 
tumeur. » 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de 'phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 
pour le criblage 

de substances angiogeniques vis-ii-vis de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de ph6notype 
angiogenique, ou 

de substances anti-angiogeniques vis-a-vis de cellules endotheliales de phenotype 
angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype 
non angiogenique. 

2. Utilisation d'un ensemble binaire comportant : 

-t 

- des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

pour le criblage de substances anti-angiogeniques, vis-a-vis de cellules 
endotheliales de phenotype angiogenique, n'affectant substantiellement pas les cellules 
endotheliales de phenotype non angiogenique. 

3. Proc6de de criblage de substances susceptibles d'inhiber rangiogenfcse de 
cellules endotheliales de phenotype angiogenique, mais n'affectant substantiellement 
pas les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, comprenant les etapes 
suivantes : 

- la mise en culture, d'une part, de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique et, d'autre part, de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, pour 
obtenir respectivement une culture de cellules endotheliales de phenotype angiogenique 
et une culture de cellules endotheliales de ph6notype non angiogenique, 

- T addition, a chacune des cultures definies ci-dessus, d'un facteur mitogenique, 
notamment choisi parmi la famille des facteurs FGF, le PDGF, le VEGF ou TBGF, et 
etant notamment le VEGF, et de la substance k tester, susceptible d'inhiber 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique ou de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

- Tincubation de cellules endotheliales, notamment prelev6es d'une aorte, dans 
un milieu ne contenant ni (Estradiol, ni facteur de croissance, notamment ni VEGF, ou 
dans un milieu contenant de Fo&stradiol et un facteur de croissance, notamment le 
VEGF, afin d'obtenir respectivement des clones de cellules endotheliales de phenotype 
non angiogenique ou des clones de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

- le pr61evement d'un clone k Faide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionn6s, respectivement de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique ou de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et la culture de 
ce clone jusqii'a Fobtention de la confluence des cellules, verifiee par examen k Faide 
d'un microscope k contraste de phase, 

- la s61ection respectivement des cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique ou des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, par verification 
du phenotype des cellules obtenues k F6tape pr6c£dente, k l'aide du test de proliferation 
et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

2. Procede de preparation de cellules endotheliales de phenotype hon 
angiogenique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : \ 

- Tincubation de cellules endotheliales, notamment prelevees d'une aorte, dans 
un milieu ne contenant ni (Estradiol, ni facteur de croissance, notamment ni VEGF, afin 
d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 

- le preievement d'un clone k l'aide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, et la culture 
de ce clone jusqu'& Fobtention de la confluence des cellules, verifiee par examen a 
Faide d'un microscope a contraste de phase, 



Tangiogenese, et le maititien des cellules susmentionnees en culture pendant un temps 
suffisant pour qu*il y ait au moins un cycle de division cellulaire, 

- la comparaison de inhibition, par la substance k tester, de Taction 
mitogenique du facteur mitogenique, d'une part sur les cellules endothelials de 
phenotype angiogenique et, d' autre part, sur les cellules endothelials de phenotype non 
angiogenique, permettant de selectionner parmi les susdites substances & tester celle qui 
inhibe la proliferation des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, mais qui 
n'inhibe pas la proliferation des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique. 

4. Ensemble binaire comportant : 

- des cellules endotheliales de ph6notype non angiogenique et 

- des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

caract6ris6 en ce que les cellules endotheliales de phenotype non angiog6nique 
presentent au moins Tune des propri6t6s suivantes : 

- elles restent confluentes lorsqu' elles sont mises en pr6sence du facteur de 
croissance VEGF, sans former de tubules, < 

- elles ne prolif&rent pas sous Taction du VEGF, 

- elles ne sont pas protegees de Tapoptose par le VEGF, 

et en ce que les cellules endotheliales de phenotype angiogenique pr6sentent au 
moins Tune des propri6tes suivantes : 

- elles forment des tubes lorsqu* elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF dans un gel de collagene, 

- elles proliferent sous Taction du VEGF, 

- elles sont protegees de Tapoptose par le VEGF. 

5. Cellules endotheliales de phenotype non angiogenique telles que definies 
dans la revendication 4. 

6. Cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies dans la 
revendication 4. 

7. Cellules endotheliales selon la revendication 5 ou 6, caract6ris6es en ce que 
ce sont des cellules endotheliales de vaisseau, notamment des cellules endotheliales 
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- la selection des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues a l'etape precedente, a l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

3. Precede de preparation de cellules endotheliales de phenotype angiogenique 
selon la revendication 1, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- 1' incubation de cellules endotheliales, notamment prelevees d'une aorte, dans 
un milieu contenant de l'cestradiol et un facteur de croissance, notamment le VEGF, 
afin d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, 

- le prelevement d'un clone a l'aide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et la culture de ce 
clone jusqu'a l'obtention de la confluence des cellules, verifiee par examen a l'aide 
d'un microscope a contraste de phase, 

- la sSlection des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues a l'etape prec6dente, a l'aide du test de 
proliferation, de migration ou d'angiogenese in vitro. 

4. CeUules endotheliales de phenotype non angiogenique teUes qu'obtenues 
par le proceae selon la revendication 1 ou 2. 

5. Cellules endotheliales selon la revendication 4, caracteris6es en ce qu'elles 
presentent au moins l'une des propriet6s suivantes : 

- elles restent confluentes lorsqu'elles sont mises en pr6sence du facteur de 
croissance VEGF, sans former de tubules, , 

- elles ne prolif&rent pas sous Faction du VEGF, 

- elles ne sont pas prot6gees de 1'apoptose par le VEGF. 

6. Cellules endoth6Iiales de phenotype angiogenique telles qu'obtenues par le 
procecle selon la revendication 1 ou 3. 




d' aorte, de cortex surrenal, de peau, de cerveau, de retine, de veine ou d'artere de 
cordon ombilical. 

8. Precede de preparation de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique selon la revendication 5, caracterise, en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- Tincubation de cellules endotheliales, notamment prelevees d'une aorte, dans 
un milieu ne Nontenant ni ©estradiol, ni facteur de croissance, notamment ni VEGF, afin 
d'obtenir des clones de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, 

- le prelfevement d'un clone k Faide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionnes, de cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, et la culture 
de ce clone jusqu'a Tobtention de la confluence des cellules, verifi6e par examen k 
Faide d'un microscope k contraste de phase. 

- la selection des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues a F6tape prec6dente, k Faide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenfcse in vitro. 

9. Procdde de preparation de cellules endotheliales de phenotype angiogenique 
selon la revendication 6, caract6ris6 en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

- Tincubation de cellules endotheliales, notamment pr61ev6es d'une aorte dans 
un milieu contenant de Foestradiol et un facteur de croissance, notamment le VEGF, 
afin d'obtenir des clones de cellules endoth61iales de phenotype angiogenique, 

- le pr61£vement d'un clone k Faide d'une micropipette, parmi les clones 
susmentionn6s, de cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et la culture de ce 
clone jusqu'i Fobtention de la confluence des cellules, 

- la selection des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, par 
verification du phenotype des cellules obtenues & 1' etape precedente, k Faide de tests de 
proliferation, de migration ou d'angiogenese in vitro. 

10. Anticorps polyclonal ou monoclonal dirige contre les cellules endotheliales 
de phenotype angiogenique selon la revendication 6, notamment anticorps monoclonal 
capable d'activer ou d'inhiber Fangiogenfese, 




7. Cellules endothelials selon la revendication 6, caracterisees en ce qu'elles 
presentent au moins Tune des propri6tes suivanles : 

- elles forment des tubes lorsqu' elles sont mises en presence du facteur de 
croissance VEGF dans un gel de collag&ne, 

- elles proliferent sous Taction du VEGF, 

- elles sont prot<§g6es de 1* apoptose par le VEGF. 

8. Cellules endoth61iales selon Tune des revendications 4 a 7, caract6risees en 
ce que ce sont des cellules endotheliales de vaisseau, notamment des cellules 
endotheliales d'aorte, de cortex surrSnal, de peau, de cerveau, de retine, de veine ou 
d'artere de cordon ombilical. 

9. Utilisation des cellules endotheliales selon Tune des revendications 4. k 8, 
pour le criblage 

de substances angiogeniques vis-^-vis de cellules endotheliales de phenotype ripn 
angiogenique telles que d6finies dans les revendications 4 ou 5, n'affectant 
substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que 
d6finies dans les revendications 6 ou 7, ou 

de substances anti-angiogeniques vis-a-vis de cellules endoth61iales de phenotype 
angiogenique telles que definies dans les revendications 6 ou 7, n'affectant 
substantiellement pas les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique telles 
que definies dans les revendications 4 ou 5. . 

10. Utilisation selon la revendication 9, pour le cijiblage de substances anti- 
angiogeniques, vis-a-vis de cellules endoth61iales de phenotype angiogenique, telles que 
definies dans les revendications 6 ou 7, n'affectant substantiellement pas les cellules 
endothelials de phenotype non angiogenique, telles que definies dans les 
revendications 4 ou 5. 

11. Utilisation des cellules endotheliales selon l'une des revendications 4 a 8, 
pour la mise en oeuvre d'un precede de criblage de substances susceptibles d'inhiber 
l'angiogenese de cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies 
dans l'une des revendications 6 ou 7, mais n'affectant substantiellement pas les cellules 




11. Anticorps polyclonal ou monoclonal dirige contre les cellules endoth6hales 
de phenotype non angiogenique selon la revendication 5, notamment anticorps 
monoclonal capable d'activer ou d'inhiber l'angiogenese. 

12. Anticorps monoclonal ■ selon la revendication 10, presentant les 
caracteristiques suivantes : 

- il se lie a la surface des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, et 

- il reconnait un motif present exclusivement sur les cellules endotheliales de 
phenotype angiogenique, notamment un recepteur membranaire. 

13. Procede de preparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 
10, capable d'activer l'angiogenese, caracterise en ce qu'il comprend les 6tapes 
suivantes : 

- r immunisation d'un animal par injection de cellules de phenotype 
angiog6nique, 

- la fusion entre des my61omes d'un aaimal et des spl6nocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus k l'6tape precedente et 
s6cretant des anticorps contre les cellules de ph6notype angiogenique, 

- la verification des propri&es deactivation de I'angiogen&se des anticorps 
susmentionn6s vis-a-vis des cellules angiogeniques, notamment k l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogen&se in vitro. 

% 
\ 

14* Proc6d6 de preparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 
10, capable d'inhiber l'angiogenese, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- rimmunisation d'un animal par injection de cellules de ph&iotype 
angiog6nique, 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 
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endotheliales de phenotype non angiogenique telles que definies dans l'une des 
revendications 4 ou 5, comprenant les etapes suivantes : 

- la mise en culture, d'une part, de cellules endothdliales de phenotype non 
angiogenique telles que definies dans I'une des revendications 4 ou 5, et, d'autre part, 
de cellules endotheliales de phenotype angiogenique telles que definies dans I'une des 
revendications 6 ou 7, pour obtenir respectivement une culture de cellules endotheliales 
de phenotype angiogenique et une culture de cellules endotheliales de phenotype non 
angiogenique, 

- l'addition, a chacune des cultures d6finies ci-dessus, d'un facteur mitog6nique, 
notamment choisi parmi la famille des facteurs FGF, le PDGF, le VEGF ou l'EGF, et 
etant notamment le VEGF, et de la substance a tester, susceptible d'inhiber 
l'angiogenese, et le maintien des cellules susmentionnees en culture pendant un temps 
suffisant pour qu'il y ait au moins un cycle de division cellulaire, 

- la comparaison de l'inhibition, par la substance a tester, de Taction 
mitogenique du facteur mitogenique, d'une part sur les cellules endotbiliales dp 
phenotype angiogenique telles que d6finies dans l'une des revendications 6 ou 7, S, 
d'autre part, sur les cellules endotheliales de phenotype non angiogenique telles que 
definies dans l'une des revendications 4 ou 5, permettant de selectionner parmi les 
susdites substances a tester celle qui inhibe la proliferation des cellules endotheliales de 
phenotype angiogenique telles que definies dans l'une des revendications 6 ou 7, mais 
qui n'inhibe pas la proliferation des cellules endoth61iales de phenotype non 
angiogenique telles que definies dans l'une des revendications 4 ou 5. 



36 



- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus a P6tape prec&Iente et 
s6cretant des anticorps contre les cellules de phenotype angiogenique, 

- la verification des proprietes d'inhibition de l'angiogenese des anticorps 
susmentionnes vis-a-vis des cellules angiogeniques, notamment a Paide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

15. Anticorps anti-idiotypiques diriges contre des anticorps monoclonaux eux- 
mSmes diriges contre des cellules endotheliales de phenotype non angiogenique selon la 
revendication 5, ou contre des anticorps monoclonaux eux-m&mes diriges contre des 
cellules endotheliales de phenotype angiog6nique selon la revendication 6, caract6ris6s 
en ce qu'ils sont capables d'activer ou d*inhiber les fonctions exercees (activation ou 
inhibition de l'angiogen&se) par les anticorps selon Tune des revendications 10 a 12. 

16. Fragments Fab des anticorps monoclonaux ou polyclonaux selon Tune des 
revendications 10 a 12, et des anticorps anti-idiotypiques selon la revendication 15, 
lesdits fragments 6tant capables d'activer ou d^inhiber l'angiogenese. 

17. Complexe entre : 

- un anticorps, tel que defini ci-dessus, ou un fragment Fab, activateur de 
l'angiogen&se, selon la revendication 16, et 

- un Element radioactif tel que 1'iode 125 ou 131, rindium, le yttrium ou tout 
autre compose contenant une particule ionisante. 

18. Complexe entre un anticorps selon Tune des. revendications 10 k 12, 
activateur de l'angiogenese, et un compose cytolytique, en particulier une toxine. 

19. Precede de preparation des anticorps anti-idiotypiques selon la 
revendication 15, dirig6s contre des anticorps monoclonaux eux-m§mes diriges contre 
des cellules endotheliales de phenotype angiogenique, ledit proc6de etant caracteris6 en 
ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

- T immunisation d'un animal par injection d'anticorps monoclonaux selon la 
revendication 10, 




- la fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal, afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la raise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- le clonage d'hybridomes, choisis panni ceux obtenus k l'etape precedente et 
secretant des anticorps diriges contre les anticorps monoclonaux susmentionnes, utilises 
pour rimmunisation, lesdits anticorps monoclonaux 6tant diriges contre les cellules de 
phenotype angiogenique, et 

- la verification des proprietes d'inhibition des anticorps susmentionnes vis-a-vis 
de la fonction d' activation ou d' inhibition de Pangiogenese des anticorps selon la 
revendication 10, notamment k l'aide du test de proliferation et/ou de migration et/ou 
d'angiogenese in vitro. 

20. Anticorps anti-anti-idiotypiques diriges contre des cellules endotheliales de 
phenotype angiogenique selon la revendication 6, caracteris£s en ce qu'ils sont capables 
d'activer ou d'inhiber Tangiogenfese. 

21. Proced6 de preparation des anticorps anti-anti-idiotypiques selon la 
revendication 20, dirig6s contre des cellules endotheliales de phenotype angiogenique^ 
ledit procede 6tant caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : Y 

- rimmunisation d'un animal par injection d' anticorps anti-idiotypiques selon la 
revendication 15, 

- la fusion entre des my61omes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, j 

- le clonage d'hybridomes, choisis parmi ceux obtenus k l'6tape pr£cedente et 
secretant des anticorps anti-anti-idiotypiques diriges contre les cellules de ph&iotype 
angiogenique, et 

- la verification des proprietes d' inhibition ou d' activation de l'angiogen&se des 
anticorps anti-anti-idiotypiques susmentionnes, notamment a l'aide du test de 
proliferation et/ou de migration et/ou d'angiogenese in vitro. 

22. Composition pharmaceutique, caracteris£e en ce qu'elle contient, k titre de 
substance active, un inhibiteur de l'angiogendse, choisi parmi un anticorps selon Tune 




des revendicalions 10 a 12, un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 15, un 
fragment Fab selon la revendication 16, ou un complexe selon la revendication 17, en 
association avec un vecteur phannaceutiquement acceptable, ladite composition 
pharmaceutique etant susceptible d'etre administree a raison d' environ 0,01 a environ 
20 mg/kg/injection. 

23. Composition vaccinale, caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre de 
substance active un anticorps monoclonal selon Tune des revendications 10 a 12, ou un 
anticorps anti-idiotypique selon la revendication 15, ou des fragments Fab selon la 
revendication 16, ou un anticorps anti-anti-idiotypique selon la revendication 20, en 
association avec un adjuvant phannaceutiquement acceptable. 

24. Utilisation d'un inhibiteur de l'angiogenese, choisi parmi un anticorps selon 
Tune des revendications 10 a 12, un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 
15, un fragment Fab selon la revendication 16, ou un complexe selon la revendication 
17, ou un anticorps anti-anti-idiotypique selon la revendication 20, pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement de pathologies necessitant l'inhibition de la 
proliferation endotheliale, notamment dans le cadre des pathologies suivantes : les 
cancers, la degenerescence musculaire liee a l'age, les retinopathies diabetiques, la 
polyarthrite rhumatoi'de, les angiomes, les angjosarcomes, en particulier la maladie de 
Castelman et le sarcome de Kaposi. 

25. Utilisation d'un inhibiteur de l'angiogenese, choisi parmi un anticorps 
selon l'une des revendications 10 a 12, un anticorps , anti-idiotypique selon la 
revendication 15, un fragment Fab selon la revendication 16, ou un complexe selon la 
revendication 17, ou un anticorps anti-anti-idiotypique selon la revendication 20, pom- 
la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies n6cessitant 
l'inhibition de I'activation endotheliale, notamment dans le cadre des pathologies 
suivantes : le rejet d'allogreffe et de xenogreffe, les acrocyanoses, les scl6rodermies, 
ou dans le cadre de la preparation de greffons entre le pr61evement et la 
transplantation. 
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26. Utilisation d'un activateur de Tangiogenese, notamment un anticorps selon 
Vune des revendications 10 a 12, un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 
15, un fragment Fab selon la revendication 16, ou un anticorps anti-anti-idiotypique 
selon la revendication 20, pour la preparation d'un medicament destine k favoriser la 
cicatrisation notamment dans le cadre de blessures, la reconstruction tissulaire 
notamment dans le cadre de greffes musculaires et cutanees lors de la chirurgie 
reconstructive et esthetique, Y induction ovarienne, la reperfusion des territoires 
ischemics lors de Parterite des membres inferieurs ou de i'infarctus du myocarde. 
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